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ABSTRACT This study describes the preliminary evaluation of antioxidant and anti-inflammatory activities of Allium 
hookeri. A. hookeri was extracted using crude extract and then fractionated sequentially with n-hexane, CH2Cl2, EtOAc, 
and n-BuOH. To screen for antioxidant and anti-inflammatory agents effectively, we first examined the inhibitory 
effect of A. hookeri extracts on production of oxidant stresses (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl, xanthine oxidase, and 
superoxide). In addition, we examined the inhibitory effects of A. hookeri on production of pro-inflammatory factors 
(nitric oxide, prostaglandin E2, inducible nitric oxide synthase, and cyclooxygenase-2) in murine macrophage RAW 
264.7 cells stimulated with lipopolysaccharide. Of the sequential solvent fractions of A. hookeri, EtOAc fractions showed 
decreased production of oxidant stresses, and CH2Cl2 and EtOAc fractions of A. hookeri inhibited production of pro-in-
flammatory factors. EtOAc fraction inhibited production of pro-inflammatory cytokines (interleukin-6 and -1β). These 
results suggest that A. hookeri has significant effects on oxidant stresses and pro-inflammatory factors and is a possible 
antioxidant and anti-inflammatory therapeutic and preventive material.
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서   론

산소는 생물에게 없어서는 안 되는 요소이지만 식물 또는 

동물의 세포 등과 같은 여러 유기물질에 대해 산화 반응을 

유발시켜 많은 부작용을 나타내게 되는 양면성을 가지고 있

다(1). 생체 내에서 필요한 에너지 공급을 위해 생화학적 산

화반응은 끊임없이 일어나며 이 과정에서 발생하는 흔히 유

해산소라 불리는 활성산소(reactive oxygen species, ROS)

는 가장 안정한 형태의 산소인 삼중항산소(3O2)가 산화, 환

원과정에서 생성되는 초과산화물인 superoxide(1O2
-), hy-

droxy 라디칼(･OH)과 같은 짝짓지 않은 상태의 free radi-

cal과 과산화수소수(H2O2)를 통칭한다(2). 생체 내 ROS의 

형성이 증가한 상태인 산화적 스트레스에 의해 세포 내 구성

성분인 단백질, 지질 및 DNA 성분이 기능적으로 손상되어 

생체기능을 저하시키며, 다양한 질환의 원인으로 보고되고 

있다(3,4). 이로 인하여 발생할 수 있는 피해를 줄이기 위하

여 천연 항산화제의 개발 연구가 활발히 진행 중이다. 현재 

butylated hydroxyanisole(BHA), butylated hydroxytol-

uene(BHT)과 같은 합성 항산화제는 탁월한 효과와 경제성 

때문에 많이 사용되고 있지만 인체에 대한 안전성 문제로 α- 

tocopherol, vitamin C, flavonoid, carotenoid 등과 같은 

천연 항산화제에 관심이 쏠리고 있다. 이러한 천연 항산화제

는 합성 항산화제보다 안전하고 효과가 뛰어나지만, 가격이 

비싼 단점을 갖고 있어 경제성을 갖는 천연물 소재를 찾으려

는 노력이 활발히 이루어지고 있다(5-7).

염증반응은 상처나 감염, 또는 자가 면역 기전 등에 의해 

나타나는 생체 반응으로서, 조직의 혈관확장에 의한 부종, 

발열, 조직손상, 세포증식 등을 특징으로 하는 생체반응이다

(8). 염증반응에 관여하는 대표적인 세포 중 하나인 대식세

포는 염증성 매개물질은 interleukin(IL)-6, IL-1β, tumor 

necrosis factor-α(TNF-α) 등과 같은 pro-inflammatory 

cytokine과 nitric oxide(NO), inducible nitric oxide syn-

thase(iNOS), prostaglandin E2(PGE2) 등의 염증유발인자

들을 생성한다(9). 정상적인 NO는 세균을 죽이거나 종양을 

제거하는 중요한 역할을 하지만 외부요인에 의한 과도한 

NO의 생성은 염증을 유발시켜 신경 손상, 조직 손상 및 유전

자 변이를 일으키는 것으로 알려져 있다(10). 이러한 염증반
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응이 만성적으로 일어날 때는 염증매개 물질이 과도하게 분

비되어 암세포의 성장을 촉진시키고, 인슐린 저항성을 증가

시키며 동맥경화를 악화시키는 등 다양한 병리학적 기전에 

관여한다고 보고되어 있다(11,12). 따라서 염증매개체의 활

성을 직접 억제하는 물질에 관한 관심이 높아지고 있지만 

최근에는 합성항염증 치료제로 인한 부작용의 우려가 커지

고 있다(13). 그러므로 이러한 치료제를 대체할 수 있는 더

욱 안전한 천연 항산화제 및 천연 항염증제의 개발이 요구되

고 있어 그에 따라 항산화 및 항염증에 대해 안전하고 효과가 

좋은 천연물 중심의 연구가 활발히 진행되고 있다(14,15).

삼채(Allium hookeri)는 숲, 습지, 해발 1,400~4,200 m

의 초원지대에 자생하며 동아시아의 중국 남부, 인도, 부탄, 

스리랑카 등에 분포하고 있는 파속 식물로 뿌리, 잎 및 꽃 

모두 식용이 가능하며 고대 중국인들은 식용과 약용으로 사

용해오고 있는 식물이며 단백질, 당, 섬유소, ascorbic acid, 

phytosterol, total phenol 등이 양파보다 많이 함유되어 있

어 양파 대체양념으로 널리 사용되는 의학식품(medical food)

이다(16). 파, 마늘, 양파 등 Allium 속 식물은 유황화합물을 

많이 포함하여 항당뇨, 항산화, 항염 및 항균 등의 활성이 

있는 것으로 보고되어 있으나, 삼채의 생리활성에 관한 연구

는 여전히 미흡한 실정이다(17-19).

재료 및 방법

재료

충청북도에서 재배되고 있는 삼채(Allium hookeri) 원물

을 2015년 7월에 구입하여 사용하였고, 확보한 시료는 증류

수로 2~3회 수세한 후 물기를 제거하여 열풍건조 한 다음 

마쇄기로 갈아 미세말로 하여 추출용 시료로 사용하였다.

용매 계통 분획

삼채 조추출물 및 유기용매 분획물의 제조는 70% 주정 

에탄올(EtOH) 및 분획용 헥산(n-hexane), 디클로로메탄

(CH2Cl2), 에틸아세테이트(EtOAc) 그리고 부탄올(n-BuOH)

을 사용하여 용매의 극성을 이용한 순차적 추출법을 사용하

였다. 즉 건조된 분말 시료에 70% 주정 에탄올로 2회 반복 

추출한 후 여과하여 얻어진 추출액을 감압 농축하여 동결건

조기로 완전히 건조시켜 조추출물을 제작하였고 건조된 조

추출물에 10배량의 증류수와 동량의 헥산을 첨가하여 분획

한 후 감압 농축하여 헥산 분획물을 얻었으며, 같은 방법으

로 디클로로메탄, 에틸아세테이트, 부탄올 그리고 물 층을 

분획하여 각각의 순차 분획물을 얻었고 모든 과정은 2회 반

복 시행하였다.

DPPH 라디칼 소거 활성에 의한 항산화 활성 검색

항산화 활성은 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl(DPPH, 

Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, USA)을 이용하여 시

료의 라디칼 소거 효과(radical scavenging effect)를 측정

하는 Blois법(20)을 활용하였다. DPPH 약 2 mg을 EtOH 

15 mL에 녹여 DPPH 용액을 제조하였다. 이 용액 12 mL에 

dimethyl sulfoxide(DMSO) 6.25 mL를 첨가한 후, 517 nm

의 파장에서 대조군의 흡광도가 0.94~0.97이 되도록 EtOH

로 희석하여 10초간 진탕시켰다. 그리고 용매 1 mL에 분말

로 추출된 시료 1 mg을 섞은 후 충분히 녹이고, 준비된 

DPPH 450 μL에 시료용액 50 μL를 넣어 섞은 다음 실온에

서 15분간 방치하였다가 517 nm에서 흡광도를 측정하였

다.

Xanthine oxide 억제 및 superoxide 소거 활성 검색

Xanthine/xanthine oxidase에 의한 uric acid 생성은 290 

nm에서 증가된 흡광도에 의해 측정하였고, superoxide의 

양은 nitroblue tetrazolium(NBT) 환원방법에 의해 측정하

였다(21,22). 반응액으로는 농도별 시료(15.63, 31.25, 62.5, 

125, 250, 500, 1,000 μg/mL)와 0.5 mM xanthine과 1 

mM EDTA를 200 mM phosphate buffer(pH 7.5) 100 μL

에 혼합하여 준비하였고, 50 mU/mL xanthine oxidase를 

첨가하여 uric acid의 생성을 유도하였다. Superoxide 소거 

활성은 위 반응액에 0.5 mM NBT를 첨가하여 반응시켰다. 

Xanthine oxidase 억제 및 superoxide 소거 활성은 각각 

생성된 uric acid와 superoxide의 흡광도가 50% 감소할 때 

나타나는 시료의 농도(IC50)로 표시하였으며, 각 시료는 3회 

반복하여 실험을 시행하여 평균값을 구하였다.

세포 배양

Murine macrophage cell line RAW 264.7 세포를 KCLB 

(Korean Cell Line Bank, Seoul, Korea)로부터 분양받아 

100 units/mL penicillin-streptomycin과 10% fetal bo-

vine serum(FBS)이 함유된 Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium(DMEM) 배지를 사용하여 37°C, 5% CO2 항온기에

서 배양하였으며, 3일에 한 번씩 계대배양을 시행하였다. 

Lipopolysaccharide(LPS, E. coli serotype 0111:B4)를 

Sigma-Aldrich Co.에서 구입하여 사용하였다.

NO assay

RAW 264.7 세포(1.5×105 cells/mL)를 DMEM 배지를 

이용하여 24 well plate에 접종하고, 시험물질과 LPS(1 μg/ 

mL)를 함유한 새로운 배지를 동시에 처리하여 24시간 배양

하였다. 생성된 NO 양을 Griess 시약을 이용하여 세포배양

액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. 세포배양 상

등액 100 μL와 Griess 시약[1%(w/v) sulfanilamide, 0.1% 

(w/v) naphthylethylenediamine in 2.5%(v/v) phosphoric 

acid] 100 μL를 혼합하여 96 well plate에서 10분 동안 반

응시킨 후 ELISA reader를 이용하여 540 nm에서 흡광도를 

측정하였다. 표준농도 곡선은 sodium nitrite(NaNO2)를 연

속 희석하여 얻었다.
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세포독성 평가(LDH assay)

RAW 264.7 세포(1.5×105 cells/mL)를 DMEM 배지에 

시험 약물과 LPS(1 μg/mL)를 동시에 처리하여 24시간 배

양한 후 배양 배지를 얻어 3,000 rpm에서 5분간 원심분리 

하였다. Lactate dehydrogenase(LDH) 활성을 non-ra-

dioactive cytotoxicity assay kit(Promega, Madison, WI, 

USA)을 이용하여 측정했으며, 96 well plate에 원심분리 

하여 얻은 배양 배지 50 μL와 reconstituted substrate mix 

50 μL를 넣고, 실온에서 30분 반응시킨 후 50 μL의 stop 

solution을 넣어 490 nm에서 흡광도를 측정하였다. 각 시료

군에 대한 평균 흡광도 값을 구하였으며, 대조군(LDH con-

trol, 1:5,000)의 흡광도 값과 비교하여 세포독성을 평가하

였다.

PGE2 생성 억제 효능 평가

RAW 264.7 세포를 DMEM 배지를 이용하여 1.5×105 

cells/mL로 조절한 후 24 well plate에 접종하고, 5% CO2 

항온기에서 18시간 전 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 

10배 농도(1 mg/mL)로 조제된 시험물질 50 μL와 450 μL

의 LPS 최종농도(1 μg/mL)를 함유한 새로운 배지를 동시에 

처리하여 전 배양과 동일한 조건에서 배양하였다. 24시간 

후 PGE2를 측정하기 위해 배양 배지를 12,000 rpm에서 3

분간 원심분리 하여 상층액을 얻었다. PGE2의 정량은 PGE2 

ELISA kit(R&D System, Inc., Minneapolis, MN, USA)을 

이용하여 정량하였으며 standard에 대한 표준곡선의 r2 값

은 0.99 이상이었다.

Immuno blot analysis

RAW 264.7 세포(1.0×106 cells/mL)를 DMEM 배지를 

이용하여 6 well plate에 접종한 후 18시간 전 배양을 하고, 

LPS(1 μg/mL)로 자극을 주고 시료(50 μg/mL)를 동시에 

처리하여 전 배양과 동일 조건에서 24시간 동안 배양하였

다. 배양이 끝난 후 세포를 2~3회 phosphate buffered sal-

ine으로 세척 후 300 μL의 lysis buffer를 첨가, 30분~1시

간 동안 lysis 시킨 후 원심분리(15,000 rpm, 15 min) 하여 

세포막 성분 등을 제거하였다. 단백질 농도는 bovine se-

rum albumin을 표준화하여 Bio-Rad Protein assay kit 

(Bio-Rad Laboratories, Inc., Quarry Bay, Hong Kong)을 

사용하여 정량하였다. 20~30 μg의 lysate를 8% mini gell 

sodium dodecyl sulfate-poly acrylamide gel electro-

phoresis로 변성 분리하여, 이를 polyvinylidene difluor-

ide membrane(Novex, Kiryat Shmona, Israel)에 200 mA

로 2시간 동안 transfer 하였다. 그리고 membrane의 

blocking은 5% skin milk가 함유된 TTBS(TBS+0.1% 

Tween 20) 용액으로 상온에서 2시간 동안 실시하였다. 

iNOS와 cyclooxygenase-2(COX-2)의 발현량을 측정하

기 위해 1차 항체로서 anti-mouse iNOS(Calbiochem, La 

Jolla, CA, USA)와 anti-goat COX-2(BD Biosciences, 

San Jose, CA, USA)를 TTBS 용액에서 희석(1:1,000)하여 

상온에서 2시간 반응시킨 후 TTBS로 3회 세정하였다. 2차 

항체로는 horse radish peroxidase가 결합된 anti-mouse 

IgG와 anti-rabbit IgG(Cell Signaling Technology, Bev-

erly, MA, USA)를 1:5,000으로 희석하여 상온에서 30분간 

반응시킨 후, TTBS로 4회 세정하여 ECL 기질(Amersham 

Biosciences, Piscataway, NJ, USA)과 1분간 반응 후 

X-ray 필름에 감광하였다.

염증성 사이토카인(IL-6, IL-1β및 TNF-α) 생성 억제 효

능 평가

RAW 264.7 세포를 DMEM 배지를 이용하여 1.5×105 

cells/mL로 조절한 후 24 well plate에 접종하고, 5% CO2 

항온기에서 18시간 전 배양하였다. 이후 배지를 제거하고 

RAW 264.7 세포는 10배 농도로 조제된 추출물 시료 50 

μL와 450 μL의 LPS(1 μg/mL)를 함유한 새로운 배지를 동

시에 처리하였고 전 배양과 같은 조건에서 배양하였다. 24

시간 후 배양 배지를 원심분리(12,000 rpm, 3 min) 하여 

얻어진 상층액의 pro-inflammatory cytokines 생성 함량

을 측정하였다. 모든 시료는 정량 전까지 -20°C 이하에 보

관하였다. Pro-inflammatory cytokines 정량은 mouse 

enzyme-linked immunosorbent assay(ELISA) kit(R&D 

System Inc.)을 이용하여 정량하였으며 standard에 대한 

표준곡선의 r2값은 0.99 이상이었다.

통계분석

모든 실험은 3회 이상 반복으로 이루어졌으며, 실험 결과

는 각 항목에 따라 평균±표준편차(SD)를 구하여 신뢰수준 

95%(P<0.05)에서 통계적 유의차를 평가하였다.

결과 및 고찰

에탄올 추출물 및 유기용매 분획물의 수율

삼채 미세말 시료 300 g을 70% 주정 에탄올(EtOH)로 

추출한 후 여과하여 얻어진 추출액을 감압 농축하여 조추출

물 91 g(30.3%)을 얻었다. 그리고 여기서 얻어진 조추출물

(90 g)을 10배량의 증류수로 현탁시킨 후에 헥산(n-hex-

ane), 디클로로메탄, 에틸아세테이트 그리고 부탄올 등을 

순차적으로 분획하여 헥산 분획물에서 2.96 g(3.28%), 디클

로로메탄 분획물에서 1.28 g(1.42%), 에틸아세테이트 분획

물에서 0.53 g(0.58%), 부탄올 분획물에서 8.16 g(9.06%) 

및 잔사인 물 분획물에서 76.93 g(85.47%)을 얻었다. 삼채 

조추출물에 대한 각 순자 분획물 중 에틸아세테이트 분획물 

수율이 0.58%로 가장 낮았고, 물 분획물이 85.47%로 가장 

높은 수율을 보였다.

DPPH 라디칼 소거 활성

항산화 물질의 가장 특징적인 기작은 유리기와 반응하는 
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Table 1. Comparison of antioxidant potential on 70% EtOH extract and solvent fractions of Allium hookeri

Treatment
IC50

1) (μg/mL)
DPPH radical scavenging 

activity
Xanthine oxidase inhibitory 

activity
Superoxide radical scavenging 

activity
70% EtOH
n-Hexane
CH2Cl2

EtOAc
n-BuOH
H2O

>1,000
981.80±1.08
377.40±0.51
202.00±0.50

>1,000
>1,000

>1,000
>1,000
>1,000

400.80±3.22
>1,000
>1,000

>1,000
489.40±7.93

>1,000
>1,000
>1,000
>1,000

1)IC50 values were calculated from regression lines using five different concentrations in triplicate experiments. Values are the 
mean±SD of triplicate experiments.

것으로 유리기 소거 작용은 활성라디칼(free radical)에 전

자를 공여하여 식물 중의 항산화 효과나 인체에서 노화를 

억제하는 척도로 사용된다. DPPH는 안정한 유리기로 cys-

teine, glutathione과 같은 황함유 아미노산과 ascorbic 

acid, aromatic amine(ρ-phenylenediamine, ρ-amino-

phenol) 등에 의해 환원되어 탈색되므로 항산화 물질의 항

산화능 측정에 많이 이용되고 있다. 삼채의 조추출물과 유기

용매 분획물의 실험 결과 큰 라디칼 소거 활성을 보이지는 

않았으나, 디클로로메탄 분획물과 에틸아세테이트 분획물

에서 라디칼 소거 활성을 나타내는 것을 확인하였으며, 디클

로로메탄과 에틸아세테이트 분획물의 IC50 값은 377.4 μg/ 

mL와 202.0 μg/mL로 각각 나타났다(Table 1).

Xanthine oxidase 억제

Xanthine oxidase는 산화적 환경에서 xanthine dehy-

drogenase로부터 생성된다. Xanthine oxidase는 hypo-

xanthine을 산화시켜 최종적으로 uric acid와 산소를 생성

하며 산소유리기와 수소과산화기가 이 산소로부터 발생하

게 된다. Uric acid의 축적은 고요산혈증과 통풍을 유발시키

며 uric acid 형성의 억제제가 이들 질환을 위한 치료 물질로

서 유용할 것이다. 게다가 xanthine oxidase에 의해 생성된 

산소유리기는 세포의 손상을 초래한다(21). 삼채의 조추출

물과 유기용매 분획물의 xanthine oxidase 활성 억제에 대

한 결과는 DPPH 활성 라디칼 소거 활성에서 제일 뛰어났던 

에틸아세테이트 분획물에서 약간의 xanthine oxidase 생성 

억제 활성을 나타냈으며 IC50 값은 400.8 μg/mL로 나타났

다(Table 1).

Superoxide 라디칼 소거 활성

정상적인 산화적 인산화의 과정 동안 소모되는 전체 산소

의 0.4~4% 정도는 free radical superoxide(･O2
-)로 전환

되며 생성된 ･O2
-는 다른 ROS로 전환되어 직접적 또는 간접

적으로 세포 손상을 유발하는 것으로 알려져 있다. 정상적으

로는 ･O2
-는 내인성 항산화 방어기전에 의해 superoxide 

dismutase(SOD)에 의해 빠르게 과산화수소로 전환된다

(23). 그러나 이 내인성 항산화 방어체계가 세포 내 산화-환

원 균형을 유지하는 데 문제가 생길 경우 결과적으로 산화스

트레스가 일어나게 되며 이 산화스트레스는 직접 세포 내 

거대분자의 손상을 일으키거나 세포 손상을 일으키는 데 중

요한 역할을 한다(24). 따라서 산소 유리기의 자유기를 소거

할 수 있는 물질 또한 산화적 손상의 예방에 유용할 것으로 

생각한다. Superoxide 라디칼 소거 활성에 대한 결과는 헥

산 분획물에서 약간의 superoxide radical 소거 활성을 나

타냈으며 IC50 값은 489.4 μg/mL로 나타났다(Table 1).

세포독성에 미치는 영향

LDH는 모든 세포의 세포질 안에 존재하는 효소로서 pyr-

uvic acid와 lactic acid 간의 가역적 전환에 관여하여 촉매

작용을 하며, LDH를 내포한 조직이 파괴될 때 혈액 중으로 

흘러나와 혈중 LDH가 상승한다. RAW 264.7 세포에 시험 

약물과 LPS(1 μg/mL)를 동시 처리하여 24시간 배양한 후 

LDH assay 방법을 이용하여 세포독성을 확인한 결과, 삼채

의 디클로로메탄과 에틸아세테이트 분획물인 경우 200 μg/ 

mL 이상의 농도에서 다소 세포독성이 관찰되었으나 다른 

유기용매 분획물에서는 세포독성이 나타나지 않았고 100 

μg/mL 농도 이하에서는 조추출물 및 유기용매 분획물에서 

세포독성이 나타나지 않았다(Fig. 1)

NO 생성 억제 효과

활성산소 중 하나이며, 최근 염증 유발에 중요한 역할을 

하는 것으로 알려진 NO 생성에 대한 삼채 추출물과 분획물

의 효과를 알아보았다. 생성된 NO 양을 Griess 시약을 이용

하여 세포배양액 중에 존재하는 NO2
-의 형태로 측정하였다. 

실험 결과 삼채 조추출물과 물 분획물을 제외한 유기용매 

분획물에서 NO 생성 억제 효과를 보였으며, 그중 디클로로

메탄 분획물과 에틸아세테이트 분획물에서 대조군인 LPS 

단독처리군에 비해 NO 생성 억제 효과를 관찰할 수 있었고 

가장 활성이 높은 디클로로메탄 분획물의 경우 농도 의존적

으로 NO 생성 억제 활성이 있는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 

1).

PGE2 생성에 미치는 영향

염증단계에 중추적 역할을 하는 cytokine인 IL-1β와 

IL-6의 발현을 저해시키거나 COX-2 활성 저해에 기인하는 
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Fig. 1. Inhibitory effect of 70% EtOH and solvent fractions of A. hookeri on cell viability and nitric oxide production in RAW 
264.7 cells. The production of nitric oxide was assayed in the culture medium of cells stimulated with LPS (1 μg/mL) for 24 
h in the presence of the 70% EtOH extract and solvent fractions of A. hookeri (200 μg/mL). Cytotoxicity was determined using 
the LDH method. Values are the mean±SD of triplicate experiments. *P<0.05, **P<0.01. A: effect on 70% EtOH extract and solvent 
fractions of A. hookeri, B: effect on CH2Cl2 solvent fractions of A. hookeri.
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Fig. 2. Inhibitory effects of 70% EtOH extract and solvent fractions of A. hookeri on PGE2 production in RAW 264.7 cells. Cells 
(1.5×105 cells/mL) were stimulated by LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence of 70% EtOH extract and solvent fractions from 
A. hookeri (200 μg/mL). Supernatants were collected, and the PGE2 concentration in the supernatants was determined by ELISA. 
Values are the mean±SD of triplicate experiments. *P<0.05, **P<0.01. A: effect on 70% EtOH extract and solvent fractions of 
A. hookeri, B: effect on CH2Cl2 solvent fractions of A. hookeri.

PGE2의 생성 억제를 통해 pro-inflammatory factor의 증

가를 수반하는 병변 과정을 조절할 수 있을 가능성이 높다

(25,26). RAW 264.7 세포에서 염증성 인자인 PGE2 억제 

효과를 ELISA kit을 이용하여 정량하였다. 그 결과 PGE2 

생성 억제는 조추출물과 물 분획물을 제외한 유기용매 분획

물에서 PGE2 생성 억제 효과를 보였으며 LPS에 의해 발현

되는 PGE2 생성 억제에 영향을 준다는 것을 확인할 수 있었

고 디클로로메탄 분획물의 경우 농도 의존적으로 PGE2 생

성 억제 활성이 있는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 2).

iNOS와 COX-2 생성에 미치는 영향

iNOS는 평소에는 세포 내에 존재하지 않으나 일단 유도

되면 장시간 동안 다량의 NO를 생성하며, 생성된 NO는 병

리적인 혈관확장, 세포독성, 조직손상 등과 같은 생체에 유

해한 작용을 나타낸다. 그리고 염증상태에서 iNOS에 의해 

생성된 NO는 혈관 투과성, 부종 등의 염증반응을 촉진할 

뿐만 아니라 염증매개체의 생합성을 촉진하여 염증을 심화

시키는 것으로 알려져 있다(27,28). RAW 264.7 세포에 LPS 

(1 μg/mL)를 사용하여 iNOS의 생성을 유도한 후 삼채 추출

물과 분획물을 처리하여 단백질 생성에 대한 억제 정도를 

immuno blot analysis를 통해 알아보았다. 그 결과 단백질 

수준에서도 조추출물과 물 분획물을 제외한 유기용매 분획

물에서 좋은 억제 효과를 보였으며, 그중 디클로로메탄 분획

물과 에틸아세테이트 분획물에서 대조군인 LPS 단독처리

군보다 강한 억제 효과를 나타내었고 디클로로메탄 분획물

의 경우 농도 의존적으로 iNOS 생성 억제 활성이 있는 것을 

확인할 수 있었다(Fig. 3). 이러한 결과 NO의 생성 억제가 

iNOS 발현 억제를 통한 것으로 여겨진다.

다수의 염증 억제 약물들의 작용기전은 prostaglandin 합

성 억제를 나타내며 이는 COX-2의 생성 및 활성 저해에 

의한 것이다. COX는 COX-1과 COX-2로 나누어지는데 다

양한 세포에서 각각 다른 발현 경향을 나타낸다. COX-1은 

위 및 신장기능의 유지, 혈소판의 형성에 필요한 prosta-

glandin의 합성에 작용하며, 상대적으로 COX-2는 동물이

나 인간의 염증반응 부위에서 발현된다(29,30). 따라서 

COX-2에 의한 prostaglandin의 합성은 염증반응을 매개하

는 것으로 여겨진다. RAW 264.7 세포에 LPS(1 μg/mL)로 

자극을 주고 삼채 조추출물과 유기용매 분획물을 처리하여 
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Fig. 3. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent fractions of A. hookeri on the protein level of iNOS and COX-2 in 
RAW 264.7 cells. RAW 264.7 cells (1.0×106 cells/mL) were pre-incubated for 18 h, and the cells were stimulated with LPS 
(1 μg/mL) in the presence of 70% EtOH extract and solvent fractions of A. hookeri (200 μg/mL) for 24 h. iNOS and COX-2 
protein levels were determined using immunoblotting method. A: effect on 70% EtOH extract and solvent fractions of A. hookeri, 
B: effect on CH2Cl2 solvent fractions of A. hookeri.
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Fig. 4. Inhibitory effect of 70% EtOH extract and solvent frac-
tions of A. hookeri on cytokines production in RAW 264.7 cells. 
Cells (1.5×105 cells/mL) were stimulated by LPS (1 μg/mL) for 
24 h in the presence of 70% EtOH extract and solvent fractions 
from A. hookeri (200 μg/mL). Supernatants were collected, and 
the cytokines concentration in the supernatants was determined 
by ELISA. Values are the mean±SD of triplicate experiments. 
*P<0.05, **P<0.01. A: interleukin (IL)-6, B: IL-1β, C: tumor ne-
crosis factor-α (TNF-α).

확인한 결과 조추출물과 물 분획물을 제외한 나머지 분획물

에서 억제 효과를 나타내었고 디클로로메탄 분획물의 경우 

COX-2 생성 억제 활성이 있는 것을 확인할 수 있었다(Fig. 

3).

Pro-inflammatory cytokine 생성 억제 효과

Pro-inflammatory cytokines은 정상조직에서 발현될 

뿐만 아니라 병변 과정에서 그 발현 정도가 증가하며, 암 

촉진 과정에서 일어나는 피부염증에 중요한 역할을 한다. 

Tumor TNF-α, IL-1β, 그리고 IL-6 등과 같은 cytokines

은 인간의 염증성 피부질환과 관련이 있음은 이미 많이 보고

되어 왔다. 또한, 여러 염증질환과 알레르기 현상에 cyto-

kines에 대한 항체를 처리하였을 때 증상이 완화되었다(31, 

32). 대식세포인 RAW 264.7 세포로부터 pro-inflamma-

tory cytokine의 생성 억제 정도를 확인한 결과 디클로로메

탄 분획물에서 IL-6와 IL-1β의 생성이 농도 의존적으로 억

제하는 것을 관찰하였으나 TNF-α의 생성을 억제하지 못하

는 것을 확인할 수 있었고, 이는 LPS를 처리하지 않고 삼채 
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Fig. 5. Inhibitory effect of CH2Cl2 fraction of A. hookeri on cyto-
kine production in RAW 264.7 cells. Cells (1.5×105 cells/mL) 
were stimulated by LPS (1 μg/mL) for 24 h in the presence of 
EtOAc fraction of A. hookeri (50, 100, and 200 μg/mL). Superna-
tants were collected, and the cytokines concentration in the super-
natants was determined by ELISA. Values are the mean±SD of 
triplicate experiments. *P<0.05, **P<0.01. A: interleukin (IL)- 6, 
B: IL-1β, C: tumor necrosis factor-α (TNF-α).

디클로로메탄 분획물을 농도별로 처리하였을 때 TNF-α의 

생성이 농도 의존적으로 증가하였기 때문으로 보인다(Fig. 

4, Fig. 5).

요   약

본 연구는 삼채의 조추출물과 유기용매 분획물들을 가지고 

DPPH 라디칼 소거 활성에 의한 항산화 활성 검색 결과 디클

로로메탄(CH2Cl2) 분획물과 에틸아세테이트(EtOAc) 분획

물에서 라디칼 소거 활성을 나타냈으며, xanthine oxidase 

억제 효과는 DPPH 활성 라디칼 소거 활성에서 제일 뛰어났

던 에틸아세테이트 분획물에서, superoxide 소거 활성은 헥

산(n-hexane) 분획물에서 활성이 나타났다. RAW 264.7 

세포에 lipopolysaccharide로 자극을 주고 삼채 주정 추출

물 및 유기용매 분획물들을 처리하여 확인해본 결과, 조추출

물과 물 분획물을 제외한 나머지 유기용매 분획물에서 염증 

유발 인자(NO, PGE2, iNOS, COX-2, IL-6 및 IL-1β) 생성 

억제 효과가 나타났으며, 그중 디클로로메탄 분획물과 에틸

아세테이트 분획물에서 억제 효과를 확인할 수 있었다. 본 

실험 결과 삼채 조추출물과 유기용매 분획물에서 항산화 효

과 및 염증 유발 인자의 생성 억제 효과가 나타났으며, 이러

한 결과 삼채에서 유효성분 추출을 통한 항산화, 항염증 물

질의 연구 또는 예방하거나 치료할 수 있는 염증 억제 성분

의 분리 및 그 작용기전 연구에 중요한 기초 자료가 될 것이

라 생각한다.
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